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三 叶 因 子 Bm-TFF2 突变 体 在 原核 体系 中 的 
表达 及 促 细胞 迁移 活性 
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摘要 : APRA WSS AS Bm-TFF2 具有 较 人 TFF2 更 强 的 促 细 胞 迁移 和 抗 凋 亡 活性 。 该 研究 利用 RT-PCR 方 
法 扩 增 得 到 野生 型 Bm-TFF2 的 基因 ， 然 后 分 别 构建 N 端 、C 端 和 分 子 中 两 个 精 氮 酸 突变 的 突变 体 ， 最 后 连接 表达 
载体 产生 pET32a(+) / Bm-TFF2 突变 型 重组 质粒 ， 转 入 大 肠 杆菌 中 , 经 37 °C 培养 , IPTG 诱导 ,其 融合 蛋白 主要 存 
在 于 包涵 体 中 , 用 组 氨 酸 标签 的 杀 合 柱 纯化 溶解 后 的 包涵 体 上 清 ， 进一步 用 RP-HPLC 纯化 得 到 硫 氧 还 蛋 
(TRX)/Bm-TFF2 突变 型 融合 借 白 。 通 过 SDS-PAGE 和 Western blotting 检测 分 析 其 纯度 和 特异 性 。 最 终 , 从 1L 培 
养 基 中 得 到 20 mg 纯度 为 95% 的 三 种 重组 突变 型 融合 蛋白 。 三 种 突变 型 重组 蛋白 都 具有 剂量 依赖 性 的 促 细胞 迁移 
AVE, 并且 其 活性 无 显著 差异 ,该 研究 为 进一步 研究 Bm-TFF2 结构 和 功能 的 关系 以 及 揭示 其 作用 的 分 子 机 制 黄 定 
了 基础 。 
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Expression of Bm-TFF2 mutants in Escherichia coli and 
their cell migration-promoting activity 


YU Guo-Yu'*"*, XIANG Yang!**, ZHANG Hong-Yun’, JIANG Ping’, 
LEE Wen-Hui', ZHANG Yun', ZHANG Yong” 


(1. Key Laboratory of Animal Models and Human Disease Mechanisms, Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Kunming 
Yunnan 650223, China; 2. Biochemistry Section of Kunming Medical College, Kunming Yunnan 650500, China; 3. Graduate School of the 
Chinese Academy of Sciences, Beijing 100039, China; 4. Department of Obstetrics and Gynecology, the First 
Affiliated Hospital of Kunming Medical College, Kunming Yunnan 650032, China) 


Abstract: Bm-TFF2, a trefoil factor from the large-webbed bell toad (Bombina maxima), can stimulate cell 
migration and inhibit cell apoptosis. To study the structure-function relationship of Bm-TFF2, we constructed wild-type 
and mutated Bm-TFF2 plasmids and expressed recombinant proteins in E. coli. The wild-type Bm-TFF2 gene encoding 
mature peptide was obtained by RT-PCR, while the N-terminal, C-terminal and two arginine mutated Bm-TFF2 clones 
were constructed, and ligated into pET-32a(+) expression vectors. The fusion proteins were induced by IPTG at 37°C. 
The mutant Bm-TFF2 fusion proteins expressed mainly in the inclusion bodies. The mutant (TRX)/Bm-TFF2 could be 
purified by using Ni**-chelating chromatography and reverse-phase HPLC from the inclusion body supernatant. The 
fusion proteins were analyzed by SDS-PAGE and Western blotting. The yield of mutant Bm-TFF2 fusion proteins of 
above 95% purity was about 20 mg/L. All three recombinant mutant proteins can promote the migration of AGS cells in a 
dose-dependent manner with no obvious activity difference. 
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三 叶 因 子 (trefoil factor, TFFs) 是 一 类 含 一 个 或 几 
个 三 叶 因 子 结构 域 的 分 泌 和 蛋白 ， 该 结构 域 是 一 段 38 
或 39 个 氨基 酸 的 多 肽 , 其 中 的 六 个 半 胱 氨基 以 1-5， 
2-4, 3-6 配对 的 构 型 方式 生成 三 对 二 硫 键 ， 从 而 形成 
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pET-32a(+) 购 于 德国 Novagen 公司 ; 道 转录 酶 
(RNAase H)、 限 制 性 内 切 酶 Kpn I 和 EcoRI PCR 
聚合 酶 、T4 DNA 连接 酶 和 克隆 载体 pMD-19T 
simple、PrimeScript Reverse Transcriptase 购 于 大 连 
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型 的 三 叶 状 结构 ,此 结构 赋予 TFFs KE A 











宝生 物 公司 ; 动物 组 织 总 RNA 提取 试剂 盒 、 质粒 小 














酸 、 碱 和 和 蛋白酶 水 解 的 性 质 同时 也 是 其 行使 功能 所 
必需 的 。 人 TFFs 包括 含 一 个 三 叶 因子 结构 域 、 与 
乳腺 癌 相 关 的 多 肽 (TFF1 或 PS2) 和 小 肠 三 叶 因 子 
(TFF3 或 TTF) 以 及 含 两 个 结构 域 的 解 痉 李 多肽 (SP 或 
TFF2)。TFFs 在 黏膜 防御 、 修 复 和 再 生 等 过 程 中 通 


























提 试 剂 盒 和 胶 回 收 试剂 盒 购 于 北京 天 根 生 物 科 技 
公司 ; QuikChange@ Site-Directed Mutagenesis Kit 为 
STRATAGENE 公司 产品 ; 组 氨 酸 选择 的 镍 亲 合 层 
析 胶 购 于 Sigma; 和 蛋白 定量 试剂 盒 购 于 Bio-Rad; #k 
根 过 氧化 物 酶 偶 联 的 山羊 抗 免 和 山羊 抗 鼠 血清 购 




































































过 促进 细胞 增殖 、 细 胞 迁移 和 对 抗 细胞 凋 亡 等 过 程 











美国 Santa Cruz 生物 科技 公司 ; Bm-TFF2 多 克隆 











发 挥 重要 作用 (Baus-Loncar et al, 2005; Dignass et al, 
1994; Oertel et al, 2001; Taupin et al, 2000). HEAP, 
TFFs 在 多 种 肿瘤 中 表达 异常 的 事实 提示 ,它们 广泛 
参与 肿瘤 细胞 增殖 、 淄 润 和 转移 过 程 (Cook et al, 
1999; Fox et al, 2007; Lalani et al, 1999; Siu et al, 
2004)。 同 时 , TFF2 表达 的 增加 还 常常 相关 于 肿瘤 的 
发 展 以 及 不 良 预 后 (Dhar et al, 2003; Emami et al, 
2004; Katoh, 2003). Bm-TFF2 是 从 大 中 铃 峰 皮肤 分 
泌 物 中 获得 的 一 种 具有 血小板 激动 活性 的 两 栖 类 三 
叶 因 子 (Zhang et al, 2005), 进一步 的 研究 又 发 现 天 然 
Bm-TFF2 以 浓度 依赖 的 方式 促进 和 人 AGS、HT-29 以 
及 小 鼠 肠 上 皮 细 胞 IEC-6 的 迁移 , 并且 ERK1/2 活性 
的 激活 是 其 发 挥 促 细胞 迁移 活性 的 关键 。 同 时 ， 
Bm-TFF2 还 具有 对 抗 C2- 丙 烯 酰胺 引发 的 细胞 凋 亡 
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抗 血 清 为 实验 室 免疫 兔 所 得 ; 三 气 乙 酸 (TFA)、 GA 
(ACN) 为 德国 Merck 公司 产品 ; C4 色谱 柱 为 大 连 依 
利 特 分 析 仪器 有 限 公 司 产品 ; ECL 化 学 发 光 试 剂 盒 
为 德国 Thermo scientific 公司 产品 ; AGS 细胞 系 来 自 
于 美国 的 American Type Culture Collection; 
Millicells 为 美国 Millipore 公司 产品 ; 其 余 试剂 均 为 
国产 分 析 纯 。 

1.2 方法 

1.2.1 pET-32a(+)/ 突 变型 Bm-TFF2 重组 质粒 的 构建 
取 大 忠 铃 蟾 皮肤 组 织 约 20 mg, {xi RNA 提取 试剂 
盒 说 明 提 取 组 织 总 RNA(TRNA), 并 用 分 光 光 度 计 
和 1.2% 球 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 其 纯度 和 完整 性 。 取 一 
定量 的 总 RNA, 用 Oligo(dT) 和 PrimeScript Reverse 
Transcriptase 逆转 录 为 cDNA. PCR 引物 由 上 海 生 







































































































































































作用 ， 从 而 促进 细胞 的 增殖 。 这 些 结果 提示 ， 
Bm-TFF2 通过 MAPK 途径 促进 细胞 迁移 并 抑制 细胞 
凋 亡 是 其 发 挥 伤口 修复 功能 的 基础 (Chatterjee et al, 


















































生物 工程 公司 合成 , 各 突变 体 的 引物 序列 见 表 1。 
各 突变 体 的 正 问 引物 序列 都 包括 KpnI 酶 切 位 点 ( 斜 
本 ) 和 对 应 的 NN 端 $ 个 氨基 酸 序列 (黑体 )， 反 向 引物 















































2010)。 在 进一步 对 重组 Bm-TFF2 进行 结构 与 功能 

究 时 ,我 们 发 现 全 长 和 单 结构 域 的 Bm-TFF2 都 具有 
促 细 胞 迁移 和 伤口 修复 活性 , 但 抗 细胞 凋 亡 活性 却 是 
全 长 依赖 的 , 即 Bm-TFF2 的 两 个 单 结构 域 剪 切 体 都 
无 抗 细胞 凋 亡 活性 (Canas et al, 2009), 提示 Bm-TFF2 
的 不 同 活性 需要 不 同 的 结构 基础 。 所 以 , 我 们 在 表达 
了 Bm-TFF2 全 长 和 单 结构 域 的 基础 上 , 利用 基因 工 
程 的 原理 和 技术 , 分 别 构建 和 表达 了 Bm-TFF2 的 三 
个 突变 体 ， 并 进而 检测 和 分 析 了 它们 的 促 细胞 迁移 活 
PE, 这 为 更 加 深入 地 揭示 Bm-TFF2 的 结构 与 功能 关 
系 以 及 分 析 可 能 的 分 子 作用 机 制 黄 定 了 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 
大 肠 杆 菌 DH5a、BL21(DE3)、 表 达 载 体 


























































































































































































































序列 包括 EcoR 1 酶 切 位 点 (斜体 )、 终止 子 ( 下 划 线 ) 
和 相应 C 端的 5 个 氨基 酸 序 列 ( 黑 体 )。N 端 突变 体 
( 记 为 BNM) 缺 乏 N 端 起 始 的 4 个 氨基 酸 , C 端 突变 
体 ( 记 为 BCM) 缺 乏 C 端的 5 个 氨基 酸 。 以 Bm-TFF2 

















R1 BM-TFF2 突变 体 的 引物 序列 
Tab.1 The primer sequences of BM-TFF2 mutants 


突变 体 Mutants 引物 序列 Prime sequence (5'-3') 





BNM 
Sence prime tatgetacctatgagatagataac 
Anti-sence prime 


BCM 


tatgtcg ttattcttgaggtttaaa 
Sence prime tatggtaccggttttccaatctat 
Anti-sence prime 


BAM 


tat gtcga ttaaaagcaccatactgt 
Sence prime tat getaccggttttccaatctat 


Anti-sence prime tatgtcgacttattettgaggtttaaa 
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的 CDNA 为 模板 , 按照 95 °C 预 变 性 4 min, 94 °C 变 
PE 30 s, 60 °C 退火 30 s, 72 °C 延伸 30s, 进行 35 个 
循环 ,最 后 72 °C 延伸 7 min 获得 PCR 产物 ,产物 
通过 TA 克隆 与 pPMD-19T simple 克隆 载体 连接 形成 
pMD-19T/Bm-TFF2 突变 型 重组 质粒 ,将 重组 质粒 



























































尿素 的 生理 磷酸 盐 溶 液 透析 三 次 , 收集 透析 液 超 滤 
浓缩 ,用 胶 浓度 为 12% 的 SDS-PAGE 并 行 考 马 斯 亮 
蓝 染 色 分 析 重 组 融合 和 蛋白 的 纯化 过 程 。RP-HPLC 对 
超 滤 浓缩 的 蛋白 液 进一步 纯化 。 操 作 如 下 : 选用 C4 
色谱 柱 (Zorbax 300 SB Cy column, 4x300 mm), 将 样 


















































转化 DH5a。 次 日 , 挑 出 经 蓝 白 斑 筛 选 的 白色 克隆 
并 用 克隆 载体 的 通用 引物 M13-47 和 RV-M 行 菌落 
PCR 检测 。 抽 提 阳 性 克隆 质粒 ,用 Kpn VEcoR I 
酶 切 后 再 与 相同 酶 切 后 的 pET-32a(+) 连 接 形 成 
pET-32a(+)/Bm-TFF2 突变 型 重组 质粒 ， 转 化 
BL21(DE3) 并 用 表达 载体 的 通用 引物 S.Tag 和 
T7-Ter 行 菌落 PCR 检测 生长 的 克隆 并 将 阳性 克隆 
测序 。 构建 精 氨 酸 突变 体 的 ( 记 为 BAM) 正 向 引物 序 
列 : 5'-tgctgttttatttcagcaatcgtcaatacaatttggtgctttaaacttaa 
a-3', 反 向 引物 序列 : 5'-tttaagtttaaagcaccaaattgtatttct 
ccttgctgaaataaaacagca-3'. 按照 QuikChange®Site- 












































































































































品 分 别 上 样 于 预先 用 含 0.1%TFA 的 超 纯 水 平衡 好 
的 C 4 柱 ， 待 穿 透 峰 流 出 后 , 用 含 0.1%TFA 的 ACN 
进行 线性 梯度 洗 脱 。 

1.2.3 ”重组 融合 和 蛋白 的 鉴定 ”收集 280 nm 对 应 的 
最 高 洗 脱 峰 , 抽 于 TFA 和 ACN Ja, 冻 干 和 溶解 样品 ， 
蛋白 定量 试剂 盒 定 量 。 各 取 等 量 的 TRX-BNM, 
TRX-BCM 和 TRX-BAM 融合 蛋白 行 SDS-PAGE 
(12%). 同时, 遵从 Western blotting 的 操作 过 程 ， 将 
SDS-PAGE 胶 上 的 蛋白 转 印 到 PVDF 膜 ， 分 别 用 稀 
FE 3 000 倍 的 抗 Bm-TFF2( 实 验 室 免 疫 家 免 制备 所 
得 ) 以 及 抗 TRX 抗 体 (Invitrogen, USA)4 °C RMIX, 

































































Directed Mutagenesis Kit 进行 操作 并 测序 确认 两 个 
精 氨 酸 已 经 突变 为 蜡 亮 氨 酸 和 纺 氮 酸 。 再 以 该 突变 
质粒 为 模板 , 用 BAM 的 引物 扩 增 ， 同 上 方法 操作 即 
可 得 精 氨 酸 突变 的 表达 载体 。 
1.2.2 ”重组 融合 蛋白 在 大 肠 杆 菌 中 的 表达 与 纯化 
分 别 挑 取 测 序 正确 的 N 端 、C 端 突变 以 及 第 44 和 
45 [MIG ARE RE N TEAR HA BR EY BL BE 
F 5 mL LB 培养 基 , 37 °C, 140 r/min 摇 过 夜 。 次 日 
晨 ， 取 过 夜 菌 液 1 mL 接种 到 1L 含 100 pg/mL A 
青霉素 的 LB HSH, 相同 条 件 下 , HRE OD 
600 X 0.6, 加 异 丙 基 -B-D- 硫 代 半 乳糖 苷 (IPTG) 至 终 
浓度 0.5 mmol/L, 37 °C 诱导 4h. WR, 8 000 g 
离心 10 min 获得 细胞 沉淀 。 将 沉淀 悬浮 于 100 mL 
冰冷 的 含 0.3 mol/L NaCl. 10 mmol/L 咪 哗 、pH8.0 
的 50 mmol/L 磷酸 盐 溶液 中 , 冰 浴 中 用 超声 波 细胞 
粉碎 机 (TY92-2D， 宁 波 新 芝 生 物 科 技 有 限 公 司 ) 以 
350 W 工作 60 个 循环 (工作 6s, PJAK 10s). 4°C, 

15000 g 离 心 30 min， 弃 上 清 ， 收 集 包 涵 体 部 份 并 用 
Equilibration Buffer( 含 8 mol/L KZ, 100 mmol/L 磷 
酸 盐 溶液 , pH:8.0) 常 温 溶解 4 h, 16 000 r/min， 离 心 
30 min， 取 上 清 并 用 组 氨 酸 选择 的 镍 亲 合 层 析 柱 纯 
化 。10 倍 体积 的 Washing Buffer( 含 8 mol/L RZ, 
100 mmol/L 磷酸 盐 溶液 , pH:6.3) 洗 脱 结合 镍 柱 的 非 
特异 性 蛋白 , 最 后 用 Elution Buffer( 含 8 mol/L 尿素 ， 
100 mmol/L 磷酸 盐 溶液 , pH:S.0) 洗 脱 结合 在 镍 柱 上 
的 融合 和 蛋白。 收集 洗 脱 液 并 用 含 6 mol/L 尿素 的 生 
理 磷 酸 盐 溶液 于 4 °C 进行 梯度 透析 ,直至 最 后 用 无 





























































































































































































































































































































用 5 000 倍 稀释 的 山羊 抗 兔 和 山羊 抗 鼠 血清 常温 
下 反应 Lh, 化 学 发 光 法 检测 重组 融合 蛋白 的 特异 性 。 
1.2.4 ”突变 型 融合 蛋白 的 促 细胞 迁移 活性 ”用 包 
括 有 10% 胎 牛 血清 (CCS)、100 U/mL 青霉素 、 100 
mg/mL #4: 24 1] DMEM 和 Ham’s F 12 (1:1) 培 养 基 
F 37 °C, 5% CO, 的 培养 箱 中 培养 人 胃癌 上 皮 细 胞 
系 AGS。 待 细胞 生长 状况 良好 时 ， 更 换 细 胞 培养 液 ， 
即 用 无 血清 的 DMEM 和 Ham’s F 12(1:1) 饥 饿 细胞 
24 h, 再 采用 Boyden Chamber(Chemicon, 美国 ) 系 
统 测定 细胞 迁移 活性 (Liu et al, 2008)。 具 体操 作 如 
F: 胶原 (10 pg/em*) 4) HE Millcells 底部 膜 的 上 
室 面 ， 取 饥饿 的 过 夜 细胞 ,在 每 个 上 室 里 加 入 约 
1.0x10° 的 AGS, 下 室 中 加 入 激动 剂 , 包括 100 
nmol/L 或 200 nmol/L 重组 突变 型 融合 蛋白 、 10 
nmol/L 的 生长 因子 作为 阳性 对 照 ，100 nmol/L 或 
200 nmol/L 重组 的 TRX 作为 阴性 对 照 ，37 °C, 
5%CO, 培养 箱 中 孵育 。18 h Ja, 用 枪 头 和 棉签 完全 
移 走 上 室 面 没有 迁移 的 细胞 ， 再 用 含 2% 无 水 乙醇 ， 
0.1 mol/L 硼酸 (pH: 9.0) 配 制 的 0.025% 的 结晶 紫 染 
色 液 室温 下 对 细胞 染色 30 min，10% 的 乙酸 洗 脱 结 
合 的 结晶 紫 , 在 586 nm 波长 下 读 取 各 实验 组 的 吸 
光度 值 ， 并 计算 比较 不 同 激动 剂 的 迁移 率 。 以 上 实 


2 结 R 


2.1 pET-32a(+)/ 突 变型 Bm-TFF2 表达 质粒 的 构建 
提取 来 源 于 大 距 铃 蜂 皮 肤 组 织 的 总 RNA, 


















































































































































































































































































































































382 动 物 


RT-PCR 后 分 别 用 对 应 的 突变 引物 扩 增 得 到 BAM、 
BNM 和 BCM #& 310 bp 的 目的 片段 (图 1 A)， 并 与 
pMD-19T 载体 连接 后 转化 DH5a。, 将 双 酶 切 阳 性 
克隆 质粒 所 得 的 BAM、BNM 和 BCM 基因 片段 分 
别 连接 表达 载体 pET-32a(+) 形 成 重组 质粒 并 转化 
BL21。 选 择 测序 正确 的 阳性 克隆 , 并 用 Kpn I 和 
EcoR I 同时 酶 切 pET-32a(+)/ BAM, BNM 和 BCM 


















































组 质粒 ， 其 检测 结果 如 图 1 B 所 示 , 三 种 突变 型 
组 质粒 经 双 酶 切 后 都 在 相对 分 子 质量 为 310bp 的 
位 置 出 现 条 带 , 表明 3 个 突变 体 分 别 连接 到 表达 载 
体 的 相应 位 置 。 
2.2 ”重组 融合 蛋白 在 大 肠 杆 菌 中 的 表达 和 纯化 
测序 方法 分 别 检测 每 种 Bm-TFF2 突变 体 单 克 隆 


的 正确 性 。 
4 see: 
缺失 了 
se 第 44 和 45 位 精 氨 酸 上 ， 两 者 分 别 灾 
变 为 异 亮 氨 酸 和 统 所 酸 。 将 测序 正确 的 各 突变 体 克 
隆 分 别 接种 于 1LLB 培养 基 中 , 37 °C, IPTG 诱导 4 

















k A 所 示 , BNM 的 突变 是 N 端 缺 失 了 


突变 是 C 端 















































h， 如 图 2 也 所 示 ,2 道 菌 液 中 相对 分 子 质量 为 33 000 
的 位 置 出 现 一 条 颜色 深 而 粗 的 诱导 条 带 ， 提 示 诱 导 
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后 融和 蛋白 的 表达 量 显著 增加 ， 并 且 每 种 融和 和 蛋 
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图 1 AKERS CDNA 为 模板 扩 增 所 得 的 
Bm-TFF2 突变 体 的 PCR 产物 
Fig.1 The identification of the Bm-TFF2 mutant 


recombinant plasmids by taking the cDNA of 
Bombina maxima as a template 
A)Bm-TFF2 突变 体 的 PCR 产物 ; B)Kpn I 和 EcoR 1 双 酶 切 检测 构建 的 
Bm-TFF2/pET-32a(+) 突 变质 粒 。 
A)The PCR products of Bm-TFF2 mutant fragments. B)The double 
digestive products of Bm-TFF2/pET-32a(+) mutant plasmids with Kpn I and 
EcoR I. 





Bm-TFF2 GFPI YETDNRPGCYVD PAERVACAGAGVTRAECKARGCCFI SARRNT IWCFALKE SADAWKCAVEMNTRVACAGAGVTPAECKGKGCCENS SYYGTVWCFRPQE 
BNM ----YEIDNRPGCYVD PAERVACAGAGVTKAECKAKGCCF1ISARRNT IWCFKLKESADAWKCAVPMNTRVACAGAGVT PAECKGKGCCENSSYYGTVWCFRPQE 
BCM GFPIYEIDNRPGCYVDPAERVACAGAGVTKAECKAKGCCFISARRNT IWCFKLKESADAWKCAVPMNTRVACAGAGVTPAECKGKGCCFNSSYYGTVWCF 
BAM GFpIYEIDNRPGCYVDPAERVACAGAGVTKAECKAKGCCFISAIVNT IWCFKLKESADAWKCAVPMNTRVACAGAGVTPAECKGKGCCENS SYYGTVWCFKPQE 
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Fig. 2 Expression and purification the recombinant Bm-TFF2 mutant proteins 





A) 时 生 型 Bm-TFF2, BNM, BCM 和 BAM 








2 18, 
胞 裂解 液 沉淀 ; 6 道 , 洗 脱 液 洗 脱 包 涵 体 结合 镍 末 合 柱 所 得 的 融合 蛋 
最 高 峰 即 为 高 度 纯化 的 TRX-BNM 融合 蛋白 





























部 分 。C) 反 向 HPLC C4 柱 纯化 重组 蛋白 





的 氨基 酸 序列 组 成 BNM 和 BCM 在 野生 型 N 端 和 C 端 各 缺少 4 个 氨基 酸 序列 。 然 而 , BAM 
则 是 分 子 中 的 两 个 精 氮 酸 分 别 被 异 亮 氨 酸 和 纺 氨 酸 所 替代 。B)SDS-PAGE 分 析 TRX-BNM 的 表达 和 纯化 过 程 。 
FE IPTG 诱导 的 细胞 裂解 液 ; 3 道 , 0.5 mmol/L IPTG 诱导 的 细胞 裂解 液 ; 4 道 , IPTG 诱导 后 的 细胞 裂解 液 








1 道 ， 相对 分 子 质量 标准 ; 
5 道 , IPTG 诱导 后 的 细 
TRX-BNM。 篆 头 所 指 的 


Hy. 
CIR; 


























A) The amino acid sequences of wild type Bm-TFF2, BNM, BCM and BAM. The N and C terminus of BNM and BCM lack of 4 amino acid 
residues, respectively, while in BAM the two Rs are mutated to I and V. B) SDS-PAGE analysis of the TRX-BNM expression and purification. 
Lane 1, the molecular weight marker; lane 2, cell lysate without IPTG induction; lane 3, cell lysate with 0.5 mmol/L IPTG induction; lane 4, cell 
lysate supernatant after IPTG induction; lane 5, cell lysate precipitation after IPTG induction; lane 6, the eluted fusion proteins after His-select 
nickel affinity column. C) Purification of recombinant TRX—BNM in a reverse-phase HPLC C4 column. The peak was the highly purified 


TRX-BNM fusion proteins, as indicated by an arrow. 
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在 超声 破碎 后 的 菌 液 上 清 中 含量 较 少 (3 道 )， 而 主 
要 存在 于 菌 液 沉 淀 ， 即 包涵 体 中 (4 道 )。 充 分 溶解 包 
涵 体 并 将 离心 后 的 包涵 体 上 清 结合 组 氨 酸 选择 的 
锦 亲 合 层 析 柱 , & 8 mol/L 尿素 , pH:5.0 的 磷酸 盐 溶 
液 能 洗 脱 与 亲 合 柱 结合 的 蛋白 部 分 ， 其 纯度 可 达 
70%(5 道 )。 为 得 到 高 纯度 的 重组 蛋白 , RP-HPLC 进 
一 步 纯 化 透析 后 的 洗 脱 液 ， 当 洗 脱 梯度 为 70% 时 ， 
280 nm 对 应 的 最 高 洗 脱 峰 即 为 纯化 的 突变 型 
Bm-TFF2 重组 融合 蛋白 ， 如 图 2 C 箭头 所 示 。 
2.3 ”重组 融合 蛋白 的 鉴定 

收集 各 样品 在 280 nm 处 对 应 的 最 高 洗 脱 峰 ， 
抽 干 TFA 和 ACN, 以 及 冻 干 和 溶解 样品 。 各 和 蛋白 样 
品 经 SDS-PAGE 分 析 后 都 在 相对 分 子 质 量 为 33 k 
的 地 方 出 现 明 显 的 单一 条 带 ， 其 纯度 高 达 95%( 图 3 
A)。 抗 Bm-TFF2 抗体 (图 3 B) 以 及 抗 TRX 抗体 (图 
3 C) 对 各 重组 蛋白 进行 Western blotting 检测 都 在 相 















































































































































对 分 子 质量 为 33 000 的 位 置 出 现 特 异性 的 反应 条 带 ， 























表明 纯化 所 得 的 蛋白 即 为 原核 体系 构建 表达 的 突 





变型 Bm-TFF2 重组 蛋白 。 
< + + 
A Ss s a 
SDS-PAGE 
S + + 
B 从 g a 


< © > 
C 从 s ay 


anti-TRX antibody 


图 3 SDS-PAGE 和 Western blotting 分 析 重 组 蛋白 
Fig.3 SDS-PAGE and Western blotting analysis of 
the recombinant proteins 
A)SDS-PAGE 分 析 重 组 TRX-BNM, TRX-BCM 和 TRX-BAM 蛋白; 
B)Bm-TFF2 抗体 行 Western blotting 检测 重组 TRX-BNM, TRX-BCM 和 
TRX-BAM 蛋白 的 特异 性 ; C)TRX 抗体 行 Western blotting 检测 重组 
TRX-BNM, TRX-BCM 和 TRX-BAM 和 蛋白。 
A) SDS-PAGE of the recombinant TRX-BNM, TRX-BCM, TRX-BAM; B) 
Identification of the recombinant TRX-BNM, TRX-BCM, TRX-BAM by 
Western blotting with anti-Bm-TFF2 antibody; C)Identification of the 
recombinant TRX-BNM, TRX-BCM, TRX-BAM by Western blotting with 
anti-TRX antibody. 


















































2.4 ”突变 型 融合 蛋白 的 促 细胞 迁移 活性 

促进 秋 膜 细胞 再 生 是 三 叶 因子 蛋白 的 重要 功 
能 之 一 (Taupin and Podolsky, 2003)， 而 上 皮 细 胞 的 
迁移 又 是 务 膜 再 生 的 重要 保障 。 三 种 突变 型 
Bm-TFF2 重组 蛋白 处 理 AGS 细胞 16 h 后 , 细胞 迁 
移 活性 明显 增强 并 且 呈 剂量 依赖 性 ， 即 100 nmol/L 
和 200 nmol/L 重组 蛋白 的 促 细胞 迁移 活性 呈 逐 渐 
增强 的 趋势 ,并且 200 nmol/L 的 细胞 迁移 活性 大 约 
是 100 nmol/L 的 两 倍 。TRX 阴性 对 照 的 活性 变化 
无 统计 学 意义 , 10 nmol/L 的 阳性 对 照 -EGF 与 TRX 
相 比 具有 显著 的 促 细胞 迁移 活性 (图 4)。 
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图 4 重组 Bm-TFF2 突变 体 的 促 细 胞 迁移 活性 
Fig.4 The activity of epithelial cell migration of 
recombinant Bm-TFF2 mutant proteins 
利用 Boyden 小 室 , 用 不 同 浓度 的 TRX-BNM、TRX-BCM 和 TRX-BAM 
































重组 蛋白 检测 迁移 活性 。TRX 被 用 作 阴 性 对 照 , EGF 被 用 作 阳 性 对 照 。 
区 3 次 独立 实验 的 平均 值 并 用 均值 + 标准 误 表 示 。P < 0.05 表示 有 差异 ; P 
< 0.01 表示 差异 显著 。 

Using Boyden chamber assay, cell migration activity was stimulated by 
TRX-BNM, TRX-BCM, or TRX-BAM with different concentrations, TRX 


was a negative control and EGF was a positive control. Values represent 

































































means + SD of three independent experiments. Significant difference (* P < 
0.05); Extremely significant difference (**P < 0.01). 


3 it 论 


=I ERE E A EK BR AA WS BR A Fz 
形式 。 一 种 是 由 三 个 结构 域 组 成 的 By-CAT 的 B 亚 
JE, By-CAT 是 非 晶状体 By-crystallin 和 三 叶 因子 蛋 
白 形成 的 复合 物 ， 具有 促 细 胞 迁移 和 引发 细胞 凋 亡 
的 活性 ; 另 一 种 是 由 两 个 结构 域 组 成 , 具有 促 细 胞 
迁移 和 细胞 增殖 活性 的 Bm-TFF2(He et al, 2008; 
Liu et al, 2008)。 近 期 研究 又 发 现 重组 Bm-TFF2 全 
长 以 及 它 的 两 个 单 结构 域 都 有 促 细 胞 迁移 活性 ， 并 
且 全 长 Bm-TFF2 还 具有 抗 细胞 调 亡 活性 ， 而 它 的 
两 个 单 结构 域 则 无 此 活性 , 提示 Bm-TFF2 活性 的 
发 挥 依赖 不 同 的 结构 基础 (Yu et al, 2010). 该 项 研究 
通过 比较 Bm-TFF2 和 人 TFF2 蛋白 的 氨基 酸 组 成 发 
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现 , Bm-TFE2 在 40 一 50 位 的 氨基 酸 组 成 中 由 两 个 具 
有 亲 水 性 的 精 氨 酸楚 代 了 人 TFF2 中 相应 位 置 的 琉 
水 性 氨基 酸 ,推测 两 个 精 氨 酸 是 其 发 挥 生 物 学 活性 
常常 是 TFF 蛋白 中 受 体 / 
要 部 位 (Polshakov et al，1997; Zhang 





























配 体 结合 的 重 








动 物 学 



































的 关键 , 而 且 这 一 区 域 又 






































et al, 2005)。 另 外 , Bm-TFF2 在 其 N 端 和 C 端 序列 
组 成 中 也 出 现 了 与 人 TFF2 较 大 的 差异 。 为 此 , 我 


们 分 别 对 其 分 子 中 的 ? 








列 进行 了 突变 3 











两 个 精 氮 酸 以 及 N 端 和 C 端 序 
突变 体 的 促 细 胞 迁移 活 
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系 以 表达 Bm-TFF2 突变 


E 体 外 建立 原核 表达 体 
























































关系 。 由 于 原核 表达 体系 是 一 利 
手段 ， 加 之 表达 量 大 
体系 在 大 肠 杆 菌 ， 
pPET-32a(+) 表 达 重 组 蛋白 时 ， 其 
合 和 掉 白 部 份 -TRX 能 够 增强 目 
且 有 助 于 分 子 中 二 令 键 的 正 
1993; Stewart et al, 1998)。 同 时 ， 
白带 有 6 个 组 氨 酸 , 所 以 很 容易 月 
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较为 经 济 和 方便 的 
所 以 选用 pET-32a(+) 
表达 Bm-TFF2 突变 体 。 
著 的 特点 是 其 融 
蛋白 的 溶解 性 ， 并 
角 生 成 (LaVallie et al, 

















于 表达 的 融合 入 








组 氨 酸 标签 的 亲 








合 柱 来 进行 纯化 。 我 们 选用 原核 体系 表达 NN 端 和 C 
端 ,分别 缺 失 4 个 氨基 酸 的 TRX-BNM 和 


TRX-BCM 突变 体 以 及 分 子 
TRX-BAM 突变 体 ( 医 
如 图 2 B 所 示 , IPTG 诱导 后 
分 子 质量 为 33 000 的 诱导 条 















































两 个 精 氮 酸 突变 的 
2 A)。 在 表达 重组 融合 和 蛋白 时 ， 
的 天 液 出 现 明显 的 相对 
和， 这 与 先前 野生 型 

















Bm-TFF2 的 表达 相似 , 但 突变 型 的 Bm-TFF2 由 于 


分 子 组 成 的 改变 使 得 
淀 中 ,这 与 野生 型 Bm-TFF2 
后 者 的 诱导 蛋白 主要 存在 于 








化 后 可 得 到 纯度 达 70% 
RP-HPLC 进一步 纯化 能 够 个 
95%( 图 3 A); Hi Bm-TFF2 抗体 (图 
抗体 (图 3 EXT =P ey 






































主要 存在 于 菌 液 沉 














的 诱导 表达 有 所 差异 ， 




















FKE (Yu et al, 
2010), 溶解 的 包涵 体 上 清 经 组 氨 酸 选择 的 杀 合 柱 纯 

















{aha aA, 再 用 


目的 蛋白 的 纯度 达 
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3 B) 以 及 抗 TRX 





和 白 的 特异 性 ， 结 果 














显示 在 相对 分 子 质 量 为 33 000 的 位 置 出 现 反应 条 
带 ， 表 明 纯 化 所 得 的 蛋白 即 为 原核 体系 构建 表达 的 








突变 型 Bm-TFF2 重组 蛋 
们 进一步 对 其 活性 进行 了 分 析 。 基 于 三 叶 因 子 的 重 


























。 在 获得 重组 蛋白 后 ,我 


























要 功能 之 一 是 促进 
完成 与 细胞 迁移 活 怕 


参考 文献 : 





























和 胞 的 再 生 ， 而 这 一 功能 的 
E 相关 (Taupin & Podolsky, 


Baus-Loncar M, Kayademir T, Takaishi S, Wang T, 2005. Trefoil factor 
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2003)。 同时 通过 促进 条 膜 边缘 细 
口 修复 和 治愈 的 功能 (Dignass et al, 1994; Oertel et 
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胞 的 迁移 来 发 挥 伤 


al，2001)。 因 此 , 我 们 检测 了 三 种 突变 型 Bm-TFF2 








重组 和 蛋白 的 促 细胞 迁移 活性 。 
为 100~200 nmol/L 时 ， 
具有 明显 的 促 AGS 细胞 迁移 活性 ， 
具有 剂量 依赖 性 ， 即 200 nmol/L EH% 






























































结果 提示 在 作用 浓度 
三 种 突变 型 的 Bm-TFF2 都 
并 日 这 一 活性 








白 的 促 细胞 





迁移 活性 显著 性 高 于 100 nmol/L, 大 约 是 其 活性 的 








两 倍 。 同 时 ,在 相 


























的 空 载体 - 硫 氧 还 
































同 浓度 作用 下 , 无 外 源 蛋 白 插入 
的 促 细胞 迁移 活性 却 不 明显 。 





与 TRX 相 比 , 10 nmol/L 的 EGF 却 具 有 显著 的 促 细 


胞 迁移 活性 。 更 为 有 趣 的 是 , 三 种 突变 型 重组 蛋白 
的 促 细 胞 迁移 活 怕 














并 日 与 








FE 之 间 无 明显 差异 ， 














组 野 





生 型 Bm-TFF2 全 长 以 及 两 个 单 结构 域 的 促 细胞 迁 







































































移 活性 之 间 亦 无 显著 差异 。1 
Bm-TFF2 的 N 端 、C ig FZ) FH 
至 是 单 结构 域 的 Bm-TFF2 






































EE 的 最 基本 要 素 之 一 。 
在 骨 肠 道 粘膜 的 
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要 功能 。 它 们 能 与 表皮 生 : 
因子 ao(TGFo 协 同 作 月 
建 ， 即 促进 受 损 黏膜 























KREK, MA 
et al, 1999). ERK1/2 的 磷酸 化 常常 为 细 




















闵 上 结果 可 以 推论 ， 
PF 两 个 精 氨 酸 的 突变 
不 影响 它 的 促 
胞 迁移 活性 ， 而 这 一 活性 , 是 Bm-TFF2 发 挥 伤口 

f 事实 上 , 三 叶 因 子 家 
保护 和 修复 过 程 中 发 挥 着 
子 (EGF) 及 转化 生 
日 织 的 上 皮 重 
FA ea Vo ha a Za 
itd Ate dE th RAR HE R (Wong 



































胞 迁移 活性 


所 必需 并 且 也 是 TFFs 调节 信和 号 的 关键 Klemke et al, 
1997)。 研 究 报 道 TFFs 肽 能 够 促进 文 气管 上 皮 细 胞 
BEAS-2B 的 迁移 ， 而 这 一 活性 ， 是 依赖 蛋白 激酶 
CCOKC) 和 胞 外 信和 号 调节 激酶 -ERK1/2 的 激活 ， 即 
ERK1/2 的 磷酸 化 (Chwieralski et al, 2004). 














总 之 ,我们 月 























日 原核 表达 体系 pET32a(+) MIN 




















达 出 三 种 Bm-TFF2 的 突变 型 重组 蛋白 , 并 用 组 氨 
酸 选 择 的 亲 合 柱 和 RP-HPLC 进行 纯化 , SDS-PAGE 








和 Western blotting 检测 了 重组 





的 纯度 和 特异 


























性 ,进而 用 重组 蛋白 检测 了 它们 的 促 细 胞 迁移 活性 , 








AS 




















者 果 提 示 三 种 突变 型 Bm-TFF2 
量 依 赖 性 的 促 细胞 迁移 活性 , 并且 
显 的 差异 。 这 为 揭示 Bm-TFF2 的 结构 和 功能 关系 
以 及 解释 其 作用 的 分 子 机 人 





























组 蛋白 都 具有 剂 
[其 活性 之 间 无 明 


Ek 了 有 力 的 依据 ， 也 


为 进一步 开辟 TFFs 的 生物 制药 途径 葛 定 了 基础 。 
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